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Аннотация. Изучено взаимодействие монооксигеназ человека и патогенных грибов с полученными ранее слож-
ными эфирами изомерных 7-метил-19-нортестостеронов и ряда гетероароматических кислот – производных пириди-
на и пиразина. Показано взаимодействие с активным центром CYP11B1 производных стероидов андростанового ряда, 
содержащих метильную группу при С7 и остатки гетероароматических кислот при С17β. 
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На сегодняшний день существует лекарственный препарат «Абиратерон» [1], который представ-
ляет собой селективный ингибитор цитохрома P450 c17 (CYP17) – фермента, проявляющего 
17α-гидроксилазную и C17, 20-лиазную активность. Фермент CYP17 участвует в биосинтезе андро-
генов и эстрогенов в яичках, надпочечниках и предстательной железе, включая раковые клетки. Аби-
ратерон представляет собой стероид, содержащий пиридиновый цикл при С17. В связи с этим пред-
ставляется актуальной оценка связывания структурно подобных стероидов с активным центром 
других клинически значимых цитохромов P450 человека и патогенных микроорганизмов. 
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Ранее [2, 3] был получен и описан целый ряд сложных эфиров 7α-метил-19-нортестостерона 
1a и его 7β-изомера: 17β-(6-хлорникотиноилокси)-7α-метилэстр-4-ен-3-он 1b, 17β-(6-хлор-
никотиноилокси)-7β-метилэстр-4-ен-3-он 2b, 17β-(6-метоксиникотиноилокси)-7α-метилэстр- 
4-ен-3-он 1c, 17β-(2-хлор нико тиноилокси)-7α-метилэстр-4-ен-3-он 1d, 17β-(2-хлорникотиноилокси)-
7β-метилэстр-4-ен-3-он 2d, 17β-никотиноилокси-7α-метилэстр-4-ен-3-он 1e и 17β-пиразин-
карбонилокси-7α-метил -эстр-4-ен-3-он 1f.
Наш интерес к такого рода соединениям обусловлен высокой биологической активностью ве-
ществ, имеющих в своей структуре как андростановый скелет, так и остатки фармакофорных ге-
тероароматических кислот. Настоящая работа посвящена изучению биологической активности 
синтезированных веществ. 
Рис. 1. Характеристика очищенного препарата рекомбинантного белка CYP51 патогенного гриба C. glabrata: а – 
спек тр поглощения CYP51 патогенного гриба C. glabrata; b – электрофорез в 12 % ПААГ в денатурирующих усло-
виях очищенного цитохрома CYP51 C. glabrata. St. – стандарт молекулярных масс, 1, 2 – фракции CYP51 после 
очистки на ГАП; с – результаты масс-спектрометрического анализа CYP51 патогенного гриба C. glabrata
Fig. 1. Characterization of the purified preparation of recombinant protein CYP51 of pathogenic C. glabrata fungus а – 
the absorption spectrum of CYP51 pathogenic C. glabrata fungus; b – Electrophoresis in 12 % of PAAG under denaturing 
con di tions of purified cytochrome CYP51 C. glabrata. St. – molecular weight standard, 1, 2 – fraction of CYP51 after puri-
fication by HAP; с – Results of mass spectrometry analysis of CYP51 pathogenic fungus C. glabrata
а                                   b                                    с
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В качестве объектов для изучения биологической активности были выбраны две монооксиге-
назы: CYP51 патогенного гриба Candida glabrata и CYP11B1 человека. Выбор объектов обуслов-
лен необходимостью глубокого изучения данных ферментов для разработки противогрибковых 
препаратов и лечения заболеваний, связанных с гиперсинтезом глюкокортикоидов, а также высо-
ким структурным подобием синтезированных соединений с субстратами данных ферментов. Кро-
ме того, оценка связывания гомологичных соединений с ферментами позволит оценить тополо-
гию активного центра данных монооксигеназ.
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выделение и очистка CYP51 патогенного гриба Candida glabrata. Культивирование клеток 
E. coli DH5α, содержащих экспрессионный вектор, осуществлялось в орбитальном термостатиру-
емом шейкере при 22 °С и 160 об/мин. Через 48 ч экспрессии клетки охлаждали на льду в течение 
1 ч и после этого осаждали центрифугированием при 3000 об/мин в течение 20 мин. Осадок ресу-
спендировали в буфере А (50 мM калий-фосфатном буфере, pH 7,4, содержащем 20 % глицерина, 
0,3 М NaCl), содержащем 0,5 мM ФМСФ (1 объем клеток на 4 объема буфера). К суспензии кле-
ток после экспрессии добавляли 0,1 мМ ФМСФ и ионный детергент CHAPS до конечной концен-
трации 0,2 %. Затем клетки разрушали с использованием гомогенизатора Emulsiflex С5. CYP51 
солюбилизировали из мембран добавлением ионного детергента CHAPS к суспензии бактериаль-
ных клеток до конечной концентрации 1 %. Детергент добавляли медленно, по каплям, при 
постоянном перемешивании на магнитной мешалке при 4 °С. Суспензию центрифугировали в те-
чение 1 ч при 18500 об/мин для осаждения мембран. После центрифугирования к супернатанту 
добавляли 1,4 мМ β-меркаптоэтанола. Затем супернатант предварительно пропускали через 
колонку с DЕАЕ-целлюлозой для избавления от примесей, которые не могут быть удалены при 
металл-аффинной хроматографии, и элюат наносили на колонку с Ni NTA-агарозой, уравновешен-
ной в буфере А. Затем колонку промывали 15 объемами буфера А с добавлением 0,2 % CHAPS, 
25 мМ имидазола, 1,4 мМ β-меркаптоэтанола (буфер Б). Белок элюировали с колонки буфером Б, 
содержащем 250 мМ имидазола. Окрашенные фракции собирали, разводили в 10 раз 5 мМ калий-
фосфатным буфером (pH 7,4), содержащим 0,3 М NaCl, 20 % глицерин, 0,2 % CHAPS, 0,1 мМ ди-
тиотреитола (буфер С), а затем наносили на колонку с гидроксиапатитом. Предварительно колон-
Рис. 2. Характеристика очищенного препарата рекомбинантного белка CYP11B1 человека: а – спектр поглоще-
ния СYР11В1 человека; b – электрофорез в 12 % ПААГ в денатурирующих условиях очищенного цитохрома СYР11В1 
человека. St. – стандарт молекулярных масс, 1 – фракция CYP11B1 после диализа; с – результаты масс-спектрометри-
чес кого анализа СYР11В1 человека
Fig. 2. Characterization of the purified recombinant human CYP11B1 protein preparation. а –  Absorption spectrum of human 
CYP11B1; b – еlectrophoresis in 12 % of PAAG under the denaturing conditions of purified human cytochrome CYP11B1. 
St. – standard molecular weights, 1 – fraction CYP11B1 after dialysis; с – results of mass spectrometry analysis of human 
SYP11B1
а                                   b                                с
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ку промывали 5 объемами буфера С. После нанесения разведенного элюата колонку промывали 
15 объемами буфера С, содержащего 10 мМ калий-фосфатного буфера, pH 7,4. Белок элюировали 
с колонки повышением концентрации калий фосфата до 600 мМ. Собранные фракции препарата 
хранили при –75 °С. Фермент обладал характеристическим спектром цитохрома Р450 и практи-
чески не содержал белковых примесей.
Выделение и очистка CYP11B1 человека. Выделение и очистка CYP11B1 человека проводи-
ли в соответствии с методикой, описанной ранее [3]. Полученный фермент обладал характеристи-
ческим спектром цитохрома Р450 и практически не содержал белковых примесей.
Оценка взаимодействия стероидов с активным центром монооксигеназ. Проведен анализ 
взаимодействия CYP51 патогенного гриба Candida glabrata и CYP11B1 человека с новыми произ-
водными 7α- и 7β-метил-19-нортестостерона. К раствору исследуемых белков объемом 250 µl 
с конечной концентрацией цитохромов Р450 3 µM добавляли 1 µl раствора тестируемого соеди-
нения с концентрацией 0,01 М (конечная концентрация соединения в растворе – 40 µM), затем ре-
гистрировали спектр поглощения в диапазоне 350–450 нм. В качестве контроля в отдельные 
лунки плашки вносили раствор белка с добавлением 40 µM субстрата (эбурикол для CYP51 и де-
зоксикортизол для CYP11B1). В ходе анализа выявлено связывание CYP11B1 с соединениями 1af, 
2b и 2d на микромолярном уровне. Kdкаж ≤ 10 мкМ. Со всеми исследованными соединениями на-
блюдался спектральный ответ I типа. В отношении CYP51 патогенного гриба Candida glabrata 
взаимодействия с исследуемыми веществами не наблюдалось. Это может быть связано с тем, что 
исследованные стероиды не содержат метильной группы при С14 и содержат метильную группу 
при С7, что препятствует связыванию синтезированных соединений с активным центром данной 
монооксигеназы.
Выводы. В результате анализа взаимодействия 7-замещенных 19-нортестостеронов с актив-
ным центром монооксигеназ человека и патогенных грибов было показано, что с активным цен-
тром CYP11B1 человека связываются производные стероидов андростанового ряда, содержащих 
метильную группу при С7 и остатки гетероароматических кислот при С17β, а именно: 7α-метил-
19-нортестостерон, 17β-(6-хлорникотиноилокси)-7α-метилэстр-4-ен-3-он, 17β-(6-хлорни-
котиноилокси)-7β-метилэстр-4-ен-3-он, 17β-(6-метоксиникотиноилокси)-7α-метилэстр-4-ен- 
3-он, 17β-(2-хлорнико тиноилокси)-7α-метилэстр-4-ен-3-он, 17β-(2-хлорникотиноилокси)- 
7β-метилэстр-4-ен-3-он, 17β-никотиноилокси-7α-метилэстр-4-ен-3-он и 17β-пиразинкарбонил - 
окси-7α-метилэстр-4-ен-3-он.
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